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Analogues gem-diphosphbniques d ' aitiethopter ine et de 
deaza-N-l6 amethopterine . 

La presente inventioh a pour objet la synthes6 d'ana- . 
logues gem-diphosphoniques d'amethopterlrie (Methotrexate) et 
de deaza N-10 amethopterine et leurs. applications pharmaco- 
Ipgiques; . 

Les composes diphosphoniques *l a et 1 bp de IMnven- 
tion repondeht a la formule generate : 

"•"2 . ^2 JiOHU 



.10 ^'r^^y ^ , P(OHJ, 

O 



1 

1 a : X = -N- avec R = alkyles inferieurs {C^ a Cg). 
' 1 

T l=> : X = -CH- avec R = H, alkyles Inferieurs (C^ a Cg). 
sous formes acides et sels pharmaceutiquement acceptables. 

20 Le methotrexate est un agent therapeutique important. 

A farbles doses, en administration fractioiinee, 11 est desormais 
couramment utilise dans le traitement de rhumatismes psoriasi- 
ques rebel les, des polymyosites, de la maladie de Reiter et 
plus recemment des polyarthrites rhumatoPdes. On a mbntre 

25 . qu'il possede a la fois fdes proprietes immuno-depressives et 

anti-^inflammatoi res bien que son mecanlsme d'action dans ces 
affections ne soit pas connu de fagon precise. 

A forteis doses, son utilisation comme agent antinfeo- 
30 plasique est courante, notamment en ce qui concerne le trai- 

tement d'un certain nombre de tumeurs cancereuses parmi 
lesquelies des tumeurs osseuses. 
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Cependant, I'interet comme agent anticancereux du 
methotrexate est sous la dependance limitante des importants 
effets secondaires que son action entraine sur i'ensemble de 
l'organisme« 

La presente invention propose des analogues diphos* 
phoniques du methotrexate qui presentent en plus des proprie- 
tes de|a citees, un tropisme osseux tres favorable au ratio 
therapeutique activite/toxiCite qui confere a ces composes un 
grand interet notamment pour les carcinomes osseux. 

Ces composes ont fait I'objet dans leur phase finale 
d'une approche syhthetique differente et seront done presentes 
separement. lis seront obtenus, in fine, sous forme de sels 
de sodium. 

En ce qui concerne les composes 1 leur obtention 
resuite de Taction sur les formes 23 : 

- premierement de la soude^ 



- deuxiemement de Inaction du bromure de trimetyl silyle 
suivie d'une methanolyse. 




2a 

= alkyles inferieurs (C, a C-). 
- alkyles Inferieurs (C^ a Cg), 
R^ = H, alkyles inferieurs (D, a C-). 
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Dans la presente invention, le noyau pteridine des 
composes ^ a est obtenu par condensation de la guanidme sur 
des pyrazines dfphosphpniques mtermediaires 3a synthetisees 
suivant I'approche que Taylor et KobayashI decrivent dans le 
journal of Organic Chemistry, 38, 2817 (1973), 



10 



.c^ c 

H,N ^N'^H 




O 

\ II 



C-NH-CH-CH,-CH 

^ 3 
P(OR ), 
It i 

O 



15 



r2 = 



alkyles inferieurs (C^ a Cg) 
alkyies inferieurs (C^ a Cg) 
H, alkyles Inferieurs (C- a C^J 

1 D 



• C = NH 



20 



25 



t 




N ^N' 



O 

C-NH-CH-CH,- CH 

o 



2 a 



R = H, alkyles inferieurs (C, a C^J. 
30 2 16 

R = alkyles inferieurs ( C, a C, ) 

1 o 

R"^ = alkyles inferieurs (C, a C^) 

10 



35 



L'etape precedente qui suivant Tinvention permet 
d'obtehir les composes 3a , est line condensation a tempera- 
ture ambiante en presence de carbonate de potassium en exces 
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entre I'amino-Z brbmoniethyl-S cyaho-3 pyrazine dont la synthese 
a ete decrite par Taylor, Perlman, Sword, Sequin-Frey et Ja- 
cob! dans Journal of American Chemical Society , 95, 6407; (1973) 
et un derive N-{(alkyl amino)r4 benzoy!) diphosphonoglutamique 
de formule generals : 

7 O 

R -NH-<^_j)-C-NH-CH-CH2-CH:^ 

ii 2 

^ H, alkyleis infeneurs (C, a CA 

2 10 
R* = alkyles mferieurs (C. a C-) 

3 ■ 10 
R = alkyles Inferieurs (C, a C-) 

I o 



Ces derives sont issus de la reaction suivant 

Schotten-Baumann d'un acide p-N(alkylamfno} benzolque sur 
les derives diphosphoni'ques, synthons cotnmuns aux composes 
T Q et T fcp de I'lnventlon : les amino-2 bis dialkyi phospho- 
no-'4,4 butyrates d'alkyle 5^. 



[^{R^OJ P j CH-CH-,-CH 



R^ = alkyles inferieurs (C- a C-) 
3 lb 

R = alkyles inferieurs (C, a C-) 

Le procede de Pinvention pour la preparation de com- 
poses de type propose dans une premiere etape de pro- 
teger I'acide p-N(alkylamino) benzol*que par le trichloro-1 , 1 , 1 
ethoxycarbonyle puis d^activer sa fonction acide par le chlo- 
rure de thionyle pour former intermediairement les composes : 

O 

Cl3C-CH2-0-C-N-<^^-C-CI 

= H, alkyles inferieurs( C^aC 
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La deuxieme etape permet/ par condensation de com- 
poses de type 5^ dilues daris un melange 50-50 d'une solution 
saturee de bicarbonate de sodium et d*acetate d'ethy.le, sur le 
chlorure d^acide N-protege« d'obtenlr. apres liberation de la 
fonction amine par la poudre de zinc les derives de type i+s.. 

Les derives 1 comme les composes 1 derivent 
de ieurs analogues esters diphosphoniques 2 b . 



Apres une hydrolyse des esters phosphoniques par .Ie 
bromure de trimethyl sllyle suivie d'une methanolyse et une. hy- 
drolyse de tester carboxylique par action de la. soude : 




2b 



R = H, alkyles inferieurs (C^ a Cg) 
= alkyles inferieurs (C- a C-) 

3 

R = alkyles inferieurs (C^aCg) 
En ce qui concerne les composes 2 b ci-dessus< Pin- 
vention propose de les obtenir par une strategie de synthese 
totalement differente de celle utilisee pour les derives aza N-10 
diphosphoniques de type 

Le procede de I'invention pour la preparation de com- 
poses deaza-lO aminoptertne repose en effet sur la condensa- 
tion peptidique entre l*acide amtno-^ desoxy-4 deaza-lO pte- 
roique ou de ses derives alkyles en 10, dont les modes d'ac- 
ces ont ete decrits il y a plusieurs annees, et les synthons 
diphosphoniques de formule generale S^. 
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Xoloj 



R 

N\^CH2-CH 




N N 



3b> 



.1 ^ 



R . = H, aikyles inf^rieurs 



H-N N^N^ 



R' 

I . 



COOH + CH-CH2-CH'' 

(R^O) ."^NH, 
O 



R = aikyles inferieurs (C- a C^) 
3 . ^ ^ 

R = aikyles Inferieurs (C^ a Cg) 



condensation peptidique 




O 



-C-NH'-CH-CH-,-CH 



/ 



O 

II 3 

pcor'^j^ 



\ 



P(OR^J. 
O 



2fc> 



20 



R = aikyles inferieurs (C, a C-) 
3 ' o 

R = aikyles inferieurs (C, a C-) 
1 ^ 6 

R* = H, aikyles inferieurs {C^ a Cg) 

La litterature propose I'utilisation de differents agents 
de couplage pour realiser ce type de condensation peptidique^ 



25 



La methode classique dite a "Tanhydride mixte" fait 
intervenir par exemple le chlorocarbonate d'isofautyle comme 
agent de couplage. La reaction a lieu, a temperature ambiante, 
en presence de triethylamtne dans le dimethylformamide. 



30 



35 



L'fnvention utilise cette methode de couplage et I'ap- 
pHque^ avec le chlorocarbonate d'isobutyle, a la synthese des 
derives analogues diphosphoniques deaza N-10 ou deaza N-10 
aikyles N-10 du methotrexate. II est egalerrient possible d'u- 
tiliser toute methode connue de Thomme de metier. 
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Sturtz et Guillamot ont decrit dans " European Jour- 
nal of medicinal chemistry" . 19. 217, (1984) la synthese d'a- 
nalogues phosphoniques de i'aclde glutamique et leur applica- 
tion a ia synthiese par exemple d'analogues phosphoniques du 
methotrexate. 

La presente invention propose la synthese d'amino-2. 
bis dialkyiphosphono-4,4 buty rates d'alkyle 5^ par addition 
hucleophile de carbanion du N-benzylidene giycinate d'alkyle 
inttialement decrit par Stork, Leong et Touzin dans Journal of . 
Organic Chemistry , fn, 3491, (1976), sur les vinylidene diphos 
phonates des dialkyle-1,1 de formule generate 6^ suivie d'uhe 
deprotection de la fonction amine en milieu HCI 0,5 N. 

O 

R OjC PCOR^Jj 
CH- . + = 




/ 2 -*'2 ^ 

-CH=N P(OR.^) 



o 



2 



I 



O 

2 " ^ 

R O C PIOR^J. 

CH-CH^-CH ^ ^ 

<Q>-CH=N ^ P(OR )2 



i 



O 



o 

2 ♦ u 3 

R Oj^v. ^^^^ '2 

ch-ch,-chC^ 

/ 2 . \ 3 • 

H-N P.(OR J, 

O 

5. ' 

= alkyles inferieurs (C^ a Cg) 
R^ = alkyles inferieurs (C^ a Cg) 

Outre leur interet dans la synthese d'analogues phos- 
phoniques du methotrexate les composes de types 5^ peiivent 
presenter des proprietes intrinseques interessantes. 
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Les formes acide 5a et sel de sodium 5b des com- 
poses 5_ font egalement I'objet de ia presente invention ainsi 
que leurs sels pharmaceutiquement acceptables. 

Le compose 5a est pbtenu par hydroiyse a I'acide 
chlorhydrique suivie d'une liberation du chilorhydrate interme- 
diaire a I'oxyde de propylene. Le passage au sel de sodium 
5 to se fait par action de la sdude 0,1 N. 



10 



15 



2 \ 



O 

M 3 
P(OR ). 



CH - CH 



2 
5 



CH 



P(OR )_ 
II 2 
O 



= alky les inf^rieurs ( 

1) HCI ~ a'kyles inferieurs I 

2) Oxyde de propylene 



20 



O 

It 

HOC 



CH-CH^-CH^ 



O 

P(OH). 



P(OH). 
O 



25 



30 



Na®®0-C 



i 



NaOH 0.1 N 



O ^O^Na^' 

^CH-CH^-CH^ O^Na® 
O OH 

Sfca 
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Dans Pinvention, les vinylidene diphosphonates de 
dialkyle sont issus d'une isomerisatlon d'Arbuzov entre un 
trialkyl phosphite et un bromo-1 . vinylphosphonate de dialkyle 
lui-meme obtenu a partir d'un vinylphosphonate de dialkyle 
suivant le mode operatoire utilise par Belbeoc'h, These Doc- 
toral. Sciences Physiques, Universite de Bretagne Occidentals 
Brest. 

Un certain nombre de tests biologiques bnt ^te rea-. 
lises sur ces molecules par cortiparaison au Methotrexate. 

Ceux-ci montrent que 



- si I'activite inhibitrice sur la dihydrofblate reductase est 
environ 50 fois moins importante^ 

" si la cytotoxicite est environ 2000 fois moins importante 
pour les- cellules L1210 en culture, 

ces composes sont aussi actifs (a 30 mg/kg, voie orale) que 
le methotrexate (a 15 mg/kg vole orale ou SO mg/kg, voie jn- 
traperitoneale) en . traitement unique dans .le modele d'psteo- 
20 sarcome murin. 

lis demontrent d»une maniere incontestable la vaHdite 
du concept de trop isme osseux et done Minteret de ces pro- 
duits pour les maladies osseuses. 



Les exemples suivants illustrent ^application de ces 
syntheses a la preparation de derives analogues diphosphoni- 
ques du methotrexate. 



30 
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EXEMPLE 1 
SYNTHESE DU COMPOSE 1 a ou = CH 



3 



a) Obtention du vinyHdene diphosphonate de diethvie IR^ =C H ) 

5 • ■ ' • 

Dans un tricol de 250 ml, muni d'une agitation magnetique et 
surmonte d'une ampoule isobare, d'un thermometre a mercure et d'un 
appareiliage de distillation, on place un melange de 0,30 mole de chlo- 
rure de Nlcl<el dans 0.39 mole de triethylphosphite. Le melange est- 
10 ■ porte a IZO^C h {'aide d'un bain d'huile. On additloniSe alors goutte 
a goutte 0.39 molei de bromo-l vinylphosphonate de diethyie plus une 
petite quantite d'hydroquinone. II y a decoloration puis recoloration 
de la solution en meme temps que le bromure d'etliyle distiile. Le chauf- 
fage est maintenu pendant une heure apres la fin de i'additton. 



Apres traitement, le produit est distiile au vide de la pompe. 



'^3-^"°\l? 



C.= CH- 



30 Spectre RMN : ( CDCI3) 

Phosphore : JP = 13 ppm 

Proton ^ : Ha = 1,33 ppm, t ; Hb = 4.25 ppm, m ; 

He = 6.9g ppm. ad. (JPHcis : 32.6 Hz 
JPHtrans : 36.S Hz). 
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b) Acces a Panriino-2 bis dtethylphosphono-^4.U butyrate d'ethyle 

Dans un tricol de 250 ml munt d*une agitation magnetlque, on 
forme,;, sous atmosphere d'azote, une solution d'Sthylate de sodium par 
5* addition de 9.10*^ mole de sodium dans 100 ml d'ethanol. 

En controlant la temperature (T < 5°C) on additionne goutte a 
goutte 0,1 rnole de giycinate d'ethyle N-protege pour en former le car- 
banion* Quand la temperature est aux environs de O^C on ajoute 
-jQ 9 10'^ mole de bis(diethylphosphono-1 ,1 ) vinylidene en maintehant la 
temperature inferieure a S^C. L*agltation est maintenue deux jours a 
temperature ambiante, Un suivf de la reaction est realise . par chroma- 
tographie sur couche mince* Le melange est mene a un pH = 6-7 par 
addition d'une solution saturee de chlorure d'ammonium. Apres evapo- 
15 ration du solvant puis extraction a I'ether^ sechage, filtration et a 

nouveau evaporation, on obtient quantitativement le produit N-protege. 




2 



20 .CH-CH,-Ca 

EtOC^. ^P(OEt), 
0 0 



Spectre RMN : ( GDCl^) 
25 Phosphore : 5P = 21,97 ppm- Un pic dedouble JP-P=9,76 Hz- 



. b.2. Deprotection de la fonction amine 

Le^ produit N-prptege recupere a I'etape precedente est repris 
30 dans 250 ml d'une solution HCI 0,5 N et mis sous agitation entre O et 
10°C pendant deux heures. On extrait deux fois a I'ether afin d'eli- 
miner le benzaldehyde. A la phase aqueuse recuperee on additionne 
environ 300 ml d'une solution NaOH 0,5 N. Le pH passe ainsi de 1 a 
11,5, Apres extraction au chloroforme, on recupere la phase organique 
35 qui est sechee, filtree puis evaporee. On recupere ainsi quantitativemen 
un produit jaune huileux. 
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0 

CH^-CH^-O-C 



b' a* 
.OCH_CH- 



0 ^ 
11/ 2'-"3 
P • 

^r^T, ^ / ^QCH_CH_ 
CH-CH--CH'^ 2 3 

C 0 OCHjCHj 



10 



15 



Spectre RMN ( CDCIg) 
Phosphore : S P 



Proton 



Carfaone 



23,52 ppn> ; JP-P = 9,75 Hz 
S : Ha+a' = 1,35 



Bdt » 86 Z 



doublet. 



ppm, t ; He = 1,9 ppm, massif ; 
He : entre 2,3 et 3,5 ppm, massif ; Hf : en- 
tre 3,7 et 3,9 ppm, massif 



; Hf 

.... , Hb+b' ; entre 

4 et 4,5 ppm, gd + t imbriques ; Hd = 7,3 ppir 
massif. 



20 



25 



0 

CH--CH--0-C 

r 



J 

J' 



2' 3 



CH-CH^-CH 



5 



'I 



o 



30 - 



S CI ' 16, 10 ppm ; G1* = 15,7 ppm ; C6 = 32,7 ppm, triplet , 
JP-C = 133 Hz ; C5 = 30,0 ppm ; C4 = 52,175 ppm, doublet , 
J = 3 Hz ; C2 = 62,0 ppm ; C2' = 61,9 ppm ; C3 = 175 ppm. 



b.3. Passage aux formes actde et sel 



- passage a la forme acide 

35 Dans un tricoi de 100 ml, on place 10 g d'amino-2 bis diethyl 

phosphono-a,4 butyrate d'ethyle et 40 ml d'acide chlorhydrique concen- 
tre (12,U N). Le melange est porte au reflux de Pacide chlorhydrique 
pendant une nult. 
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13 



Apres evaporation de I'acide chlorhydrique en exces, le residu 
est repris a Meau puis evapore a nouveau. Le solide recupere est re- 
pris dans un melange eau + charbon actif* 

Apres filtration a chaud puis evaporation du solvant au rota- 
vapor, on recupere apres passage a Petuve un produit cristalltse 
blanc qui correspond au chlorhydrate du compose recherche avec un 
rendement de 80. %. 

0 

HOOC .!p(0H)2 
^^CH - -CH. 



15 - liberation du chlorhydrate par I'oxyde de propylene* - 

On place 2,20 g de chlorhydrate precedent dans un tricol de 
100 ml en solution dans 40 ml d'ethanol plus 1 ml d'HCI concentre 
pour obten ir la dissolution totale du produit. Le melange est mis sous 
agitation magnetique et la temperature est abaissee a 10°C a I'aide 

20 • 

d*un bain de glace. Par une ampoule isobare, on additionne alors 
15 ml d'oxyde de propylene* Apres quelques minutes d'agitation, on 
evapore le solvant pour recuperer un solide blanc que Von recristallise 
dans un melange eau-methianol (1-3). Le produit. alors caracterise par 
RMN du phosphore : SP =21,3 ppm. 

2S 

- passage au trisel de sodium 

L'acide libere de son chlorhydrate est repris dans de I'eau dis- 
tillee et solubilise a chaud. Un volume de solution aqueuse de NaOH 
30 0,1 N correspondant a 3 equivalents est additionne. On passe ainsi 
d'un pH de 2 a un pH de 8.5. 

Apres evaporation de l*eau au rotavapor et passage du produit 
a I'etuve, on recupere un solide blanc avec un rendement de 90 



35 
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2 o'Na"*" 



Na 



+ - 



0-C 
H 
0 



y OH 



\ 



OH 



10 



15 



20. 



Spectre RMN : 

Phosphore (dans D^O] : 5*21, 02 ppm, doublet , Jp_p=10 Hz. 

Proton (dans D2O): ^Hb+Hc : entre 2,8 et 2,H ppm, multiptet , 

; Ha = .1^ ppm, dd, 

13, 



C (dans D^O) 



Na'*"~OOC 



»^0"Na* 

, CH-CH--CH, 

. 0 02 



4.32 I 



25 



.*CS =. 30/4 ppm ; CI = 40,7 ppm, t, JCl-P = 110 Hz ; 
C2 = 58,1 ppm. t, JC2-P = 6 Hz ; C4 = 178,3 ppm. 
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cJ Condens ation de l'amino-2 bis diethylphosphono-^.U butvrate 

d'gthvte sur le chlorur e de I'acide D-(N-(methvlamino) 1 benzoioue 
N-prot6q^ 

C.I. condensation suivant Scliotten-Baumann 

Dans un tricol de 1000 ml muni d'une agitation mecanique. d'un 
thermometre a alcool; d'une ampoule isobare, on dispose sous atrndsphere 
d'azote, 200 ml d'une solution aqueuse saturee en bicarbonate de so- 
dium. On introduit ensuite I'ester aminophosphonique en solution dans 
I'acetate d'ethyle et on refroidit I'ensemble vers 0°C. 
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On additionnne alors par I'ampoule isobare, le chlorure de 
I'acide p-tNmethylammoybenzoique N-protege en solution dans un me- 
lange acetate d'ethyle-ether en maintenant une agitation vigoureuse. 
Cette agitation est poiirsuivle pendant ^ heures a temperature am- 
biante. Par decantation, on isole la phase organlque qui est succes- 
5 sivemerit lavee a I'eau, a Tacide cinlorhydrique IN, puis de nouveau : 
a I'eau* Apres sechage sur sulfate de magnesium* ies solvants sont 
ellmines au rotavapor et I'ester N-{p-{N-(trichioroethoxycarbonyl) 
m^thylamino) benzoyl) aminophosphonique isole. La purification est ob- 
tenue par chromatographie sur colonne de gel de silice. 

.Solvants d'elution : Acetate d'ethyle pur puis acetate d'ethyle-ethanol 

(95-5). 

0 

0 _ 0 i . IjcoCH^CHj)^ 
Cl3C-CH2-0-C-N-K^ A-C-NH-CH-CH^-CH^ 

* CH^ 1 ^HOCR^CR^)' . 

' C-0CH,-CH3 ft 

0 



20 



30 



35 



rendement = 60 % apres cliromatographie 



Spectre RMN { CDCI^) 



Phosphore : un pic a 5= 23,4 ppm 

Proton : sHb + a' = entre 1 et 1,5 ppm, t ;.Hb = 3,4 -ppm, s, 
25 Hc+c' = entre 4 et 4,5 ppm, multfplet ; Hd = 4,75 ppm, 

£ ; He+e' .= 7,4 ppm, doublet , 8,2 ppm, doublet , spec- 
tre AB ; Hf = 7,6 ppm, s ; Hg = 8,6 ppm, dou - 
blet large. 



Carbone 13 

. . 6 1 9 10 13 . 0. 



Cl3C-CH^-0-C-l!j-A^e-NH-CH-CH2-CH 



C-OCH CH^,. 0 ; 



5 4 & 11 12 Z' V 3 .2 
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to 



15 



5C1+C1' = 13,5-15.8 ppm ; C3 = 32,2 ppm, JP-C3=130Hz ; C7 = 
37,0 ppm ; C2+C2' = 59,6-62,5 ppm ; C13 = 60,7-62,5 ppm, d ; 
C5 = 94,7 ppm ; Cll = 126,5 ppm ; CIO = 127,6 ppm ; C9 = 
130,5 ppm ; C8 = 152,6 ppm ;.C10 ; 165,9 ppm ; C12 = 170,5 ppm. 

c-2. deprotection de la fonction amine 

Dans un tricol de 100 ml, on met en presence 6 g de poudre 
de zinc en solution dans du tetrahydrofuranne et une solution aqueuse 
de phosphate pptassique monobasique de pH voisin de 4^. Quand la 
temperature du melange est inferieure a. 5^C, on additionne goutte 
a goutte par une ampoule isobare, 7,3 mmole de produit h deproteger. 
La temperature est contrSlee au bain de glace pendant I'addition. Ua* 
gitation est maintenue pendant quelques heures a temperature ambiante. 
Apres filtration et evaporation du tetrahydrofurane, le residu est. re- 
pris dans un melange eau + chloroforme. Apres decantation et extraction 
au chioroforme, la phase organique recuperee est sechee sur sulfate 
de magnesium puis le solvant evapore. On recupere ainsi quantitati- 
vement le produit deprotege. 



20 



25 



• ' II. 

C-OCH CH3 S(OCB^CRj)^ 



" V //-C-NH-CH-CH^-CH 



li 



J 



I 

e 



30 



Spectre RMN ( CDCI^) 

* Phosphore : Spectre de type AB centre sur 5 = 23,67 ppm 

1=23,85 ; 2==23,79 ; 3=23,55 ; 4 = 23,49 ; JPP=2,44Hz. 



35 



Proton: 5Ha+a' = 1,25, t ; Hf+Hg = entre 1,9 et 2,4 ppm, massif ; 

He = 2,5 ppm, t, mal resolu ; He = 2,85 ppm, s. Le de- 
placement chimique du NI-CH^ sort a champ plus fort par 
rapport au compose N-protege (5= 3,4 ppm) ; Hb+Hb' .: 
entre 3,3 et 4,4 ppm, multiplet ; . Hh-t-h' : spectre de type 
AB centre sur 7,15 ppm. 



wo 88/06158 PCT/FR88/00088 

" 17 - ■ 

d) Synthese de la pyrazine ester diphosphonique 

-3 

Dans un tricol de 100 ml, on place 2,5 10 mole de diphos- 
phonate eh solution dans 20 ml d'acetonitrne et 7,1 10"^ moJe de 
carbonate de potassium. 2,5 10*^ mole d'amino-2 cyano-3 bromome-? 
5 tliyi-5 pyrazine en solution dans 40 ml d'acetonitriie sont addition* 
nees au melange precedent a temperature ambiante. L'agitation est 
maintenue pendant 48 heures. Uavancement de la reaction est suivl 
en Cliromatographie sur couche mince de gel de sijice (solvaht d'e- 
lution = acetate d'ethyle). Uacetonitrile est evapore au rotavapor, le 
:10 produit recupere est alors remis en solution dans un melange eau- 
chlorofprme. Apers decantation, on extralt au chioroforme, seche la 
phase organique sur sulfate de sodium, filtre sur buchner et enfin 
eyapore le solvant« Le compose recupere est alors purifie par chro- 
matbgraphle sur solonne de gel die silice (solvant d*elution = acetate 
15 d'ethyle - ethanol 95-5), Rf = 0,18. 



0 0 

f^3/zrv J f 0CH^-CH3 5(OCH2CH3)^ 

0 




25 Sp^re RMN ( CDCI3) 

Phosphore : SPectre de type AB centre sur BP : 23,63 ppm 

1 = 23,88 ppm ; 2 = 23,79 ppm ; 3 = 23,46 ppm ; 4 = 23,37 ppm 

JP-P : 3,66 Hz 



30 



Proton 



35 



NC 



CH^ 



XX 



0 
II 



,P(OCH2CH3). 



H 



2—3-2 

NH-CH-CHj-CH^ 

CO^CH^CH, P(OCH,CH,), 



ti 

0 



b' a' 



2 .3'2 



b a 
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SHz+a* = 1,3 ppm, multiplet . ; Hi+j = entre 2,1 et 3,1 ppm, mul- 
t'P'et. (3H) ; Hf = 3,1 ppm, s, (.3H) ; Hb+b' = entre 4 et 4,4 
ppm, multiplet ; Hk = 4,6 ppm, s ; Hh = 4.8 ppm, massif ; 
He = 5,5 ppm, s ; Hd+d" = 6,7 ppm, d, 7,8 ppm, d, type AA' 
SB' ; Hg = 7,3 ppm, s ; He = 8,1 ppm. s. 



13;, 



5 



1 



6 7 &910n n 13. U 15 



17 16 




II ^ <^ 



^ ^ 



•C-NH-CH-CH--CH 

' 2 \ 



111 " 



18 IT 16' 



20 



25 



30 



35 



13, 



^16 



^13 
^6 

C, 



'77 



* (ppm) 



13,8 

15,98 ..^ 
16,23 • - 

32,6 ; t; ^J^=.135,27Hz 
38,9 
52.6 
54,9 

61,1 

62,9 . 
62,7 • ^ 

111.07 



13, 



'1(7 



'12 



•15 



5 (ppm) 



111,8 

115,06 

121,09 

128,8 

143 

U4,8 

150,85 

155,47 

167,07 

171.28 
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Spectre infrarouge ( y en cm ) : - PCq (1030-1070J TF ; 

-g-NH M650) ;. g-OEt (1756) TF ; 



(1250-121P) TF 
-C-N (2250) F 



O 



-NHj (3350). 



e) Formation du noyau pterldlque par condensation de la guanidine : 



. Acces au compose 2a oEi = C^H^ et R ' = CH^ 

Dans un tricol de 500 ml place sous atmosphere d'azote et 
sous agitation magnetique, on place 12,5 10'^ mole de sodium metal- 
Hque qu'on taisse se consunmer dans 300 n^l d'ethanoU A ce melange 

10 on addltionne 12-U5 10"^ mole de chlorhydrate de guanidine prealable- 
ment seche a I'etuve. On laisse decanter ie NaCI au fond du tricol et 
on recupere Ie surnageant auquel on ajoute U 10"^ mole de pyrazine 
ester dipiiosphonique. L*agjtation est alors maintenue plusieurs jours 
a temperature ambiante et a Pabri de la lumiere. Un suivi par chro- 

-15 matographie sur couches minces de gel de silice peut etre realise. 
Apres evaporation de Methanol au rotaviapor, on recupere un solide 
jaune orange. 



»1 - 



20 



25 



30 



35 



Spectre RMN 

Phosphore (DMSO) : SP = 29,21 ppm 
Proton (DMSO) 




0 
II 



. CO3CH2CH3 P(OCH^CH-)- 
I ^ Z J 2 

CH-NH-CH-CH^-CH 



P(GCH-,CH^)^ 
II .J / 



^" 9 fi c- / b a 

5 Ha : entre 1,15 et 1,30 ppm, multiplet ; Hf = 3,18 ppm, s ; 
Hb : entre 3,7 et t\,3 ppm, multiolet ; Hh = «;,6 ppm, massif ; 
Hd'd" = 6.84 ppm, d, 7,70 ppm, d, type AA'BB' ; Hg = 7,25 
ppm, massif ; He = 8,31 ppm, s. 

DMSO: dimethylsulfoxyde deuterie 
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20 



10 



Carbone 13 (DMSOJ . 

34 4a 5 6 .9 10 linn - 




16 n ii . 20 19 



i 8a 1 



0 
a 

C- NH-CH-GH^ 



0 
II 



^P(0CHjCH3)2 



•CH 



0 



14 15 11 20' 19' 



T5 



30 







S. (ppm) 


13c 


S (ppm) 








17 1 2^' -'"^P-C ^''^^ 




145,9 


2D 


So 


39,6 


S . 


146,7 




^10-10' 


. 62,9 


^ta 


154.5 






112,3 


^1S 


167,1 


25 


'^2 


114,3 ; 122,2 ; 
.124,0 ; 130 


""21. 


174,0 



f) Passage au compose Is ou = CH^ 

f.l. saponification de Pester carboxylique 

Le produit recupere de I'etape precedente est repris dans I'e- 
35 thahol et place dans un.tricoi de 500 ml sous atmosphere inerte 
d'azote et sous agitation magnettque. 
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On ajoute alors une quantite stoechiometrique d'une solution 
alcoolique de soude IN. Le melange est legerement chauffe a 35°C 
pendant une heure et demie, puis Methanol est evapore. Le produit 
soiide recupere est repris dans de I'eau distlllee puis acidlfie juis- 
qu»a pH = 3 par une solution d'HCI 0,2 N. Apres evaporation de 
I'eau au rotayapor, on seche le produit a Tetuve a vide. 

f.2. hydrolyse des esters phosphoniques 

Les fonctions esters phosphoniques sont silylees par le bromure 
de trimethylsilyle dans I'acetonitrile a temperature ambiante. L*agita- 
tion est maintenue pendant 48 heures a Mabri de la lumiere. Les esters- 
silyl^s: sont alors coupes par methanolyse, le solvant est elimine au 
rotavapor. Le produit soiide recupere est seche a I'etuye sur P205- 



Spectre RMN 

15 Phosphore ( DMSO + ATFA) : 5.P= 25,61 - 25,34 ppm, d, JP-P = 11 Hz. 

Proton (DMSO + ATFA) 



20 



25 



CH3 
I 




0 

-C -NH-CH-CH--CHC: 
I ■ ^ • \ 

: cOjh: 



0 

P(OHJ- 



P(OH)_ 
It *■ 

0 • 



e. k ^d' a' g h 4. j 

S Hi+Hj : entre 1,9 et 2,8 ppm. multiplet ; Hf = 3,1 ppm, s ; 
Hk+Hh =. entre H,5 et 5.1 ppm, massif ; Hd"d' = 7,83, d. 6,86, d 
type AA'BB' ; Hg = 7,3 ppm, massif ; He = 8.7.4 ppm, s. 



30 



35 



13 



C (ATFA) 



3 N 




H^N 2^N ^a^N' 



0 . COOH 
I 



12 73 



•NH- 



15 



CH-CHj-CH ^ 



0 

P(OH), 



P(OH). 
0 



9' 10 11 14 21 



16 n /I 



ATFA: acide trif uoroacetique deuterie 
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5 





S (ppm) 




S (ppm) 




29,7 




151.2 




35,3 


^.15 


170,1 


^9 


52,9 




176,1' 




144,4-143,7-143,2 . 


1 





10 On note Ja disparitlon des pics correspondants aux deplacements 

des carbones des fonctions esters. 

f -S. Passjage au sel de sodium du compose 1 a 

15 On dissout partiellement le produit recupere pfus haut dans 

20 ml de methanol distille puis on additionne 60 ml d'une solution 
aqueuse de soude IN. Apres une nuit d'agitation a rabri de la lu- 
miere on recupere apres evaporation des solvants, un produit solide 
jaune pale. La purification finale est effectuee par chromatographie 

20 liquide a haute performance sur une matiere absorbante a phase in- 
versee (JOBIN-YVON - Phase nUcleosil C^g, A = 290 nm). 

Spectre RMN. 

Phosphore (dans D.O) : un pic dedouble S^ = 22,0 ppm : 
25 ^ 

$2 = 22,37. ppm JP-P = Hz. 



30 
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EXEMPLE 2 ... ■ , ■' 

. SYNTHESE DU COMPOSE T l=» ou = H 
a) Synthese de I'acide amino-4 desoxv4 deaza-U pteroique 

t'J formation du novau ptgrfdine ; obtentlon du composg 2fc» 

b. 1. synthese de l'amino-2 bis diethylphosphono-4,4 butyrate 
d'ethyle. 

reprise de la methode utllisee en c) de I'exemple 1. 

15 b-2. synthese du cajmpose 2fc>. Couplage peptldlque par la 

methode "a I'anhydride mlxte". 

Dans un tricol de 250 ml muni d'une agitation magnetique> on 
place 1,24 g (4 10'^ mole) d'acide deaza pteroique, 1,75 ml de trie- 
20 thylamine frafchement distillee et TOO ml de DMF sec. 

Sous atmosphere inerte d'azote, on additionne dans un premier 
temps, 0,52 ml (4 10'^ mo(e) dMsobutylchloroformate. 11 se forme 
alors I'anhydride mlxte. 

25 

Apres 15 minutes d'agitatlon a temperature amblante, on ajoute 
1,61 g d'amino ester (8 lO"^ mole) et une minute plus tard h nouveau 
0,26 ml (2 10" mole) d'ispbutylchloroformate. 

30 Au bout de 15 minutes 0,30 g d'ester sont addltionnes. sulvis 

de 0,13 ml d'isobutylchlorbformate. 

Apres un delai de 15 mlinutes, on ajoute a nouveau 0,40 g 
d'ester puis une minute plus tard 0,13 ml d'isobutylchloroformat 



e. 



35 
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0,40 g d'ester sorit fmalement additionnes au bout d'un qiiart. 



d'heure. 



10 



IE 



2D. 



Spectre RMN 

Proton (DMSO d^) 





CO2CH2-CH3 P(0CH2CH3)2 



0 
li 



2 \ 



■CO-NH-CH- 



CH 



e. d c d\d" . g h 



0 



. b a 



5 Ha =1,18, t; Hh+i+d+c : entre 2.87 et .3,13 ppm, multiplet ; 
Hb : entre 3,8 et 4,25 ppm, multiplet ; Hj = 6,84 ppm, mas- 
sif ; Hd'd" = spectre de type AB, 7,33 ppm, d, 7,81 ppm, d ; 
Hg = 7,7 ppm, s large . He = 8,57 ppm, s. 



{DMSO d®) 



5- 27,9 ppm. 



13 



G ( DMSO d^) 



25 



5?2 5 9 70 



12 15 




14,1 

C-NH-CH-CH-,-CH 
15 



\ 



16' IV 0 16 17 



30 



35 





S . (ppn) 




(ppm) ' 


n-i7' 


15,2 
17,0 


14 


122,4 


9 


46,2 


13 
IZ 


128.4-129,5 


16-16' 


61,4 
63,3 


6-1 


146 
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c) passage au compose 1 b 

c.l. liberation des esters phosphoniques 

2,4 g ester sent places en solution dans 20 ml de CH^CI^ 
5 en presence de 3,64 ml de bromure de trimethylsilyle (8 equivalents) 
L'agitation est maihtenue a I'abri de la lumiere et a temperature am- 
biante pendant 15 heures. 

Apres evaporation du chlorure de methylene, on recupere un 
10 solide jaun^ clair que I'on'tralte par 20 ml de methanol. Puis on eva- 
pore le methanol pour obtenir un produ it solide orange, 

c. 2. liberation de Pester carboxylique 

15 Le produ it Intermedial re recupere precedemment est traite par 

une solution de soude dans un melange eau methanol (25-75) pendant 
plusieurs jours. Apres evaporation des solvants et reprise en milieu 
aqueux, on controle le pH qui ne doit pas etre superieur h 8. Ueau 
est alors evaporee et on recupere 0,92 g d*un produit solide jaune- 

20 pale. La purification finale du compose 1 to est effectuee par chro- 
matographic liquide a haute performance sur une matiere absorbante 
en phase inversee. 

. spectre RMN 
25 pHosphore..( D^O ) 5 P= 23,5 ppm 
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Experimentations bioloqiques 

Dix lots de souris G3H femelles greffes au jour par Posteo- 
sarcome osteogenique de la souris C3H,en sous-cutane sont traites 
(tr'aitement unique) au jour J ^ en administrant du metiiotrexate ou 
5 a des fins comparatives du derive gem diphosphonique du metho- 

trexate. 

Uactivite anticancereuse du derive gem-diphosphonique du 

methotrexate a ete evaluee par rapport au methotrexate sur la 

10 base de devolution de la croissance tumorale par mesure du rap- 

- volume tumoral moyen traite ^ <jqq 
port T/C - tumoral moyen controle 

La toxicite des diverses doses a ete evaluee d'apres I'etendue 
de la perte de poids a p entre le premier et le cinquieme jour 
15 (de a Jg). 



Les resultats representatifs obtenus sont les suivants : 



traitement (a J^) 


toxicite 
AP a Jg 


act 

^■^21 


Ivite T/C 

^ ho 


(%) 
^ -^37 


methotrexate 
7.5 mg/kg VO 


- 2,4 


no 


115 


122 


methotrexate 
15 Mg/Kg VO 


- 3.1 


69 


" 83 


99 


methotrexate 
15 rhig/kg SC 


- 1.6 


123 


. 123 


138 


T a 3,75 mg/kg VO 


- 0.7 


297 


131 


138 


la 7,5 mg/kg VO 


- 0.9 


169 


106 


114 


T a 15 mg/kg VO 


- O.I 


73 


76 


101 


l a 30 mg/kg VO 


- 0.2 


100 


64 


66 



20 



25 



30 



35 



VO : voie orale - SC : sous cutaiiee - IP : intraperitoneale 
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II ressort des resultats dbnnes ci-dessus qu'aucune toxiclte 
particuliere n'existe chez les animaux traites par le derive analogue gem 
diphosphonique du methotrexate. D'autre part i I existe un ralentissement 
. tardif et prolonge de la crolssance tumorale U^Q-i^-j) pour le derive 
diphosphonique {30 mg/l<g VO). 
5 • - ■ • 

II apparait que I'actlvite de ces derives est fonctibri de la. 
.. dose administree. 

D'autres. tests biologiques similaires montrent que 
lO ces- composes analogues gem diphosphoniques d'amethopterine ont 

une activity . 30 mg/kg v6 (en traitement unique) comparable a celle 
du m^thotrixate 15 mg/kg VO et 50 mg/kg IP (traitements uniques). 

Attendu que le methotrexate est considere comme efficace, on 
15 . peut s'attendre. a ce que ces derives analogues gem diphosphoniques 

soient au moins aussi efficaces que le methotrexate dans des conditions 
similaires. 



20 



L'activite anticancereuse des derives analogues gem diphos- 
phoniques du methotrexate ressort de ces resultats d'essais. 
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REVENDICATIONS 




1) Composes gem-diphosphonieiues analogues d'arolthopterine 
!( Methotrexate) et de deaza NriO amethopterlne reporidant a 
la formule generale : 

O 

-CO-NH-CH-CHj-CH 

^^PfOR^) 
II 

R^ = alkyles inferieurs (C^ ^ 
R^ = alkyles Ihfeneurs (C^ a Cg) 

avec R^ = alkyles inflrieurs (C^ a Cg). 
R^ = alkyles inferieurs (C^ a Cg) 
R^ = alkyles inferieurs (C^ a Cg). 

ainsi que leurs sels pharmaceutiquement acceptables. 

2) Composes selon la revendication 1 dans lesquels X signifie 

-N- ou -CH^- ainsi que leur sels pharmaceutiquement accep- 
tables. 

3) Procede pour I'obtention des composes selon I'une des reven- 
dications 1 ou 2 dans lequel on effectiie les etapes suiv.antes : 

a) addition nucleophile de carbanions de N-benzylidfene glycinate 
d'alkyle sur les vinylidene diphosphonates de dialkyle-1,1 6 
pour pbtenir les amino-2 bis dialkyle phosphono-a,4 butyrates 
d'alkyle de formule generale 5. apres une hydrolyse en milieu 
HCI 0,5 N. 

b) Condensation des composes de type 5. sur les chlorures 
d'acides para-N(alkylamiho) benzoiques proteges par le trichlo- 
ro-1,1,1 ethoxycarbonyle pour obtenir les composes de type 
il-a apres depfotection de la fonction amine. 
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c) Condensation des composes de type ^3 sur l'amino-2 bro- 
momethyl-5 cyano-3 pyrazine pour obtenir les pyrazlnes dlphos- 
phoniques 3a . 

d) Condensation des pyrazines diphosphoniques 3a avec la 
5 guanidine pour obtenir les derives 2a . 

e) Saponification de ces derives suivie .de Paction du bromure - 
de trimethyl silyle et d'une methanolyse pour obtenir les for- 
mes acides 1 a . 

■10' 

f) Formation de tout sel correspondant pharmaceutiquement 
acceptable. 

g) Pour la synthese des derives condensation de I'acide 

^5 amino-4 desoxy-4 deaza-10 pteroique par la methode de I'anhy-^ 

dride mixte. 



. U) A titre de composes intermediaires utilises dans le precede 
20 ci-dessus : 

a) les derives gem-diphosphpniques nouveaux de formule gene- 
rale 5 ; 

• o- 

25 H.N ^P(OR^). 

GH - CH-, - CH 

R 0-C ^P(OR^), 
U II 2 

o o 



30 



R2=alkyles inferieurs (C^aC^) ; R^= alkyles inferleurs (C^a C^) 
ainsi que l»acide 5a et les sels pharmaceutiquement acceptables 
(p.e 5b pour le sel de sodium). 



b) O 
35 HN-a))-C0-NH-CH-CH2-CH 

II 2 

R^= alkyles inferieurs (C.aCg) 

R3= alkyles inferieurs (C aC ) 

' 6 
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10 



15 



20 



25 



30 



30 



c) 



NC 



alkyles inferieurs ( C^aCg) 
R = alkyies Inferieurs (CjaCg) 



CH 





C0,R' 
CO-NH-CH-CH2-CH 



3a 



O 

" 3 
^ °(0R^1, 



d) 




CH^_ '^^2^ 

ch^-n-ZQ/CO-nh-ch-cHj-ch 



O 

P(OR^ . 



^ P(OR^). 



2 a 



R^= alkyles Inferieurs I a Cg 
R = alkyles inferieurs ( 



e> 



NH. 




CH^-CHj- 




2t> 



C02R'- 
CO-NH-CH-CH^-CH 



,2_ 



O 

^ PtOR'*)^ 

o 
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5) Cdmposition pharmaceutique destinee plus particulierement 
au traitement des tumeurs osseuses mais egalement en rhuma- 
tologie au traitement par exemples de rhumatismes psoriasiques 
rebelles^ de pbiymyosites, de la maladte de Reiter et de poiy-^ 
arthrites rhumatolcles* 



5) Composition pharmaceutique^ caracterisee en ce qu'elle 
contient comme ingredient actif, au moins ur produit selon 
la revendication 1 ou un de ses sels, en association avec un 
adjuvant ou un enrobage pharmaceutiquement acceptable. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

• • • ■ " ■ International AppHcation NoPCT/FR 88/00088 

I. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER Qf several classtficaOon symbols apply. Indicate all) * 

According to Inlemational Patent Classification OPC) or to both National Classification and IPC 

IntXlf . C07F g/SSrAgir 31/675yC 07F 9/38;C07F 9/40 

II. FIELDS SEARCHED '. [ '■ ' 



Minimum Documentation Searched ? 



Classification System 


Classification Symbols 


Int.Clf 


C07P 9/00 



Documentation Searched other than Minimum Documentation 
to the Extent that such Documents are Included In the Fields Searched * 



lU. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT' 



Category * 



Citation of Document, with indication, wfiere appropriate* of the relevant passages ^ 



Relevant to Claim No. 



Tfie Merck Index, an Encyclopedia of 

Chemicals:, Drugs, cind Biologicals, 
10 ieme edition, 1983, Merck &'Co», 
Inc. (Railway, New Jersey, US) 
pages 859-860,. article Nr. 5861 
see the abstract 

EP, A, 0186405 (THE PROCTER & GAMBLE CO.) 
2 July 1986 
see claims . 



1.5,6 



1,5,6 



* Special categories oi cited documents: 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E** earlier document but published on or after the international 
filing date 

document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the Intemattonal filing date but 
later than .the priority date claimed 



'*T*' later document published after the international filing date 
or priority data and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 

invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an Inventive step 

'*Y" document of particular relevance;' the claimed Invention 
cannot be considered to involve an Inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 

in the art. 

"A** document member of the same patent family 



IV. CERTIFICATION 



Date of the Actual Completion of the International Search 

24 May 1988 (24,05.88) 


Date of Mailing of this International Search Report 

08 July 1988 (08.07.88) 


international Searching Authority 

EUROPEAN PATENT OFFICE " 


Signature of Authorized OfRcer 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (January 1985) 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO; pR 8800088 

SA 21118 

This annex lists the pacent -family members relating to the patent documents cited in the above-mentioned intcrnationaJ search report. 
The members are as contained In the European Patent OfTice EDP file on 23/06/88 

The European Patent Office is in no nay liable for these particulars i%hicfa are merely given for the purpose of information. 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member<s) 



Publication 
date 



EP-A- 0186405 



02-07-86 



AU-A- 
JP-A- 



5153485 
61210033 



26-06-86 
18-09-86 



r -I.—. .1,;, . oflidal Journal of »he European Patent Office, No. 12/82 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Demand* irvUf national* N* PCT/FR 88/00088 



[ ctASStMtNT D6 f INVtHTlOW (s. pl»s..»>» .Tmo.l«» dt cU»».f.»l.°n »ont .ppl.c.bl». .nd-ouer low) ' 



~S.lon t. cU..rficU.n int.rn.Uonal. d.. b.evel. (CIS) ou i I. tos .elon 1» cl«.rfi«t.on nat.on.le .1 la CIB 

CIB^ C 07. F. 9/65; A 61. K 31/675, C 07 F 9/38; C 07 F 9/40 



It. 



OOMAINCS SUR UE50UELS LA RECHERCHE A I^OHTt 



Documenlatibn minimala conaultta * 



Systima da claastfication [ 



Symboles da claaaiflcation 



CIB 



C 07 F 9/00 



DocumcntaDon consuttie autra ou* la documentation minimaia dans la meaur* 
da tela documents tont pania das domames »or lesqueii la recherche a port** 



III. DOCUMENTS COHSID^R^S COMME PERTINENTS ^ 



Cataooria * 



Identification daa documents cit*s." avec indication* si necaaaaira, 
daa paasaoes oertinenta 



N* daa ravandicationa 
visies •» 



The Merck Index, an Encyclopedia of 

Chemicals, Drugs, and Biologicals, 
lOieme edition, . 1983 , Merck & Co., Inc, 
(Rahway, New Jersey, US), pages 859- 
860, article no.. 5861, voir le 
resume 

EF, A, 0186405 {THE PROCTER & GAMBLE CO-) 
.2 juillet 1986, voir revendications 



1,5,6 



1,5,6 



• Cat*goriaa tpicialea da documanta ciUi: 
«A» document d^fmiisant TAtal o*n*"l da la technique, non 
consider* comme particuliArament pertinent 
document antirieur. mais pubtiil h la data da d^pdt interna-' 
tional ou apr*a cana date 

document pouvant jelaf un douta aur una revendication da 
priority ou cit* pour ditarminar la data da publication d'ona 
•utre aUtion ou pour una raiaon spAciaia (telle qu'lndiquia) 
a O a document ae r4f4rant « une divulgation orala. A un uaaQO, h 

une expoaittpn ou toua autraa moyens 
a P a dbcumaht public avant la data da dipdt international, mala 
post^rieurament A la data da priorili ravandiqu4a 



aEa 



aLa 



a T a document uHiriaur public poaUrteuf amant h la date da dipdt 
international ou h la data da priorita et n'appartenant pas 
A I'ttat da la technique pertinent, mats citA pour comprendra 
la principa ou la thtoria constituant la baaa da I'invanbon 

«Xa document panicuriAramant pertinent: Hnvention ravandi- 
qu^e na peut fttre conaidtree'comme nouveila ou comma 
impliquant une activil* invantiva 

< Y > document particuliiramant pertinant: rinventicn raven- 
diquia ne peut Itra consid4r4e comme impliquant una 
•ctivil* inventive lorsqua la document ea: associ* k un ou 
plustaura autrea documents da m«ma na:ura. cette combi- 
naiaon Ataht Avidanta pour una paraonna du metier. 

a A a document qui lait partta da la m4ma familla da bravata 



IV. CERTIFICATION 



Data k laqueUa la rechercha tnternationala a M eflcctlvement 
•chav«a 

24 mai 1988 



Administration chargAe da ta recherche Internationale 

OFFICE EUROPEEN DES BBEVETS 



Date d'expAdition du prasent rapport de recherch* intemationaie 

0 8. 07. 88 




FomtuUira PCT/ISA/210 (dauaiAma lauiHe) pamnar t9S5) 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

RELATIF A LA DEMANDE INTERNATIONALE NO. fr 8800088 

SA ' 21118. 

La prcscnte annexe indique ics membres de la famiile de brevets relatiCs anx documents brevets cites dans \e rapport de 

recbercbe mternational viscrci-dessus; ^ ' . 

Lcsdits mcmbcis soot contenus au ricbxer mformatfque de rOflice eoropeen des brevets a la date du 23/06/88 

Lcs. rciisei^emcncs foumis sont donncs a titre indScatif et n'eoga&enC pas la rcsponsabiUte de rOflice curopcen dcs brevets. 



Document brc>*et cite 
3U rapport de recherche 



Date de 

publication 



Membre($) de la 
famine de brevet(s) 



Dace de 
publication 



EP-A- 0186405 



02-07-86 



AU-A- 
JP-A- 



5153485 
61210033 



26-06-86 
18-09-86 



t 



,Pour toot rcnseignement conccrnant cette annexe : voir Journal Ofliciel de rOflice europeen dcs brevets, .\o.i2/82 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate rq)resentations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SffiES 

QTf^ed text or drawing 

□ blurred or illegible text or drawing 

□ si^wed/slanted images 

ptcolor or black and white photographs 

□ gray scale documents 
'lmes or marks on original document 

□ refer£nce(s) or exhibit(s) submitted are poor quality 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem MaUbox. 




